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(57) Abstract 

The invention relates to microparticles having a uniform spherical shape and showing a very narrow dimensional distribution. These 
microparticles are fully or partly composed of a linear water insoluble polysaccharide, preferably 1,4-a-D-polyglucan. and they can 
contain other, preferably biodegradable, polymers and/or active ingredients. They can, inter alia, be used for the controlled release of 
active ingredients. The are produced by dissolving the 1 .4-a-D-polyglucan or said polysaccharide in a solvent, mixing the solution with 
a precipitating agent, cooling the mixture and separating the formed particles. 



(57) Zusammenfassung 

Es werden Mikropartiel mit gleichmaBiger spharischer Gestalt beschrieben, die eine sehr enge GraSenverteilung aufweisen. Sie 
bestehen ganz odcr teilweise aus einem Unearen wasserunloslichcn Polysaccharid, vorzugsweise aus 1.4-Qf-D-Polyglucan und kbnnen weiiere 
insbesondere biologisch abbaubare Polymerc und/oder Wirkstoffe enthalten. Sie sihd u.a. fur die kontrolUerte Abgabe von Wirlcstoffen 
geeignet. Sie werden hergestellt durch Auflosen von 1 ,4-a-D-Polyglucan oderdes Polysaccharids in einem Ldsungsmittel, Einbringen der 
Ldsung in ein Failmittel. Kuhlen dcs Gemisches und Abtrennen der gebildeten Partikei. 
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PCT/EP98/05297 

Spharische lineare Polysaccharide enthaltende Mikropartikel 
Beschreibung 

Die Erfindung betrifft spharische Mikropartikel, welche lineare Polysaccharide 
enthalten, Verfahren zu deren Herstellung sowie deren Verwendung. insbesondere 
bei der kontrollierten Abgabe von Wirkstoffen. 

Verfahren zur Herstellung von Partikein, insbesondere Mikropartikeln aus Poly- 
meren, wie z.B. Polysacchariden. fur verschiedendste Anwendungen sind recht 
komplizierte Verfahren, die eine genaue Einhaitung unterschiedlicher Parameter 
voraussetzen. Insbesondere fOhren viele Verfahren auch nur zu geringen Ausbeuten 
und zu sehr breiten Partikelverteilungen. Zu nennen in diesem Zusammenhang sind 
vor allem Spruhtrocknung, Phasengrenzflachenkondensation und Emulsionsver- 
fahren (z.B. WO-Verfahren = Wasser in Ol Emulsionen, WOW = Wasser in Ol in 
Wasser Emulsionen. Koazervation, Phasenseparation. Dispersion). Insbesondere 
Emulsionsverfahren. aber auch SprQhtrocknungen aus Zweiphasensystemen, 
erfordern ein sehr exaktes Vorgehen und in der ubenwiegenden Zahl der Falle die 
VenA/endung von Hilfsmittein (Emulgatoren). Stabile Emulsionen sind oftmals nur mit 
hohem Aufwand und einer prazisen Kontrolle einer Vielzahl von Parametem (Tem- 
peratur, Riihrgeschwindigkeit usw.) herzustellen, und die umfassende Abtrennung 
der Partikel bereitet Probleme. Die Ausbeute an Partikein ist oft sehr niedrig, ins- 
besondere ist die Einschlufirate von Wirksubstanzen ungenugend. Ein Aspekt. der 
im Fall teurer Pharmawirkstoffe die Anwendung einer Technologie verhindem kann. 

Kugelformige Mikropartikel, die neben Weinsaure enthaltenden Polykondensaten 
auch Ethylstarke oder sonstige Polysaccharide enthalten konnen, werden gemaB 
US-PS 5 391 696 einmal nach dem Verfahren der SprQhtrocknung erhalten. mit dem 
jedoch die TeilchengroBe und besonders die GroRenverteilung nur sehr schwer zu 
regeln ist. Eine v^/eitere in dieser Patentschrift beschriebene Moglichkeit ist das Auf- 
losen des Polymers in einem Losungsmittel oder Lfisungsmlttelgemisch und das 
Eintropfenlassen der Losung in ein kaltes verflussigtes Gas, z.B. flussigen Stickstoff, 
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wobei sich kugelformige Partikel bilden. Die Kugelchen konnen dann in Wasser ein- 
gebracht werden, das gleichzeitig das Polymer ausfallt und das Losungsmittel 
extrahiert. Dieses Verfahren ist umstandlich, aufwendig und unokonomisch, Auch 
laSt die GleichmaSigkeit der Partikeldimensionen zu wiinschen ubrig. 

Die EP-B1-0 251 476 beschreibt die Herstellung von Mikropartikeln aus Poly- 
lactiden, in denen ein makromolekulares Polypeptid dispergiert ist. Auch hier ist eine 
intensive Kontrolle der verschiedensten Parameter erforderlich. Einheitliche 
spharische Teilchen werden nicht erhatten. 

Mikropartikel, welche Wirkstoffe und Gase enthalten, werden in der WO 95/07 072 
beschrieben. Die Herstellung erfolgt nach aufwendigen Emulsionsverfahren, die 
GroBenverteilung der Partikel ist sehr uneinheitlich. 

Yu Jiugao und Liu Jie berichten in starch/starke 46(7)252-5(1994) uber die Effekte 
der Suspensions-Vernetzungs-Reaktionsbedingungen auf die Grolie von Starke- 
Mikrokugein. Die Vernetzung findet in drei Stufen statt; das Medium ist eine Wasser- 
in-OI Suspension, als Ol-Phase dient ein ErdnuGol/Toluol Gemisch. Vorgelatinisierte 
Starke wird als wassrige Losung, die noch Natriumhydroxid und Ethylendiamintetra- 
essigsaure enthalt, zugegeben. Ferner ist die Gegenwart eines oberflachenaktiven 
Mittels bzw. Stabilisators erforderlich. 

Von Nachteil bei dem dort beschriebenen Verfahren ist, da(i das Ergebnis von einer 
Vielzahl von Faktoren abhangig ist, namlich von der Dichte, der Viskositat und den 
Konzentrationsverhaltnissen sowohi der waBrigen als auch der Ol-Phase, vom 
Stabilisator und von der Ruhrgeschwindigkeit, aulierdem ist die Anwesenheit des 
Stabilisators nachteilig. Zudem ist es schwierig die Vielzahl der gegebenen 
Parameter zu kontrollieren. so dali die Reproduzierbarkeit nicht zufriedensteilend ist. 

Mit makromolekularen Wirkstoffen beladene Teilchen aus wasserunloslichen Poly- 
meren wie Polymilchsaure oder Ethylcellulose werden entsprechend der Lehre der 
EP-B1-0 204 476 erhalten, indem man den partikularen Wirkstoff in einer 
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acetonischen LOsung des Polymeren suspendiert und das Losungsmittel bei Raum- 
temperatur abdampft. Die dabei entstehenden Teilchen zeigen noch nicht die 
gewunschten pharmakologischen Effekte, so daG eine Weiterverarbeitung zu 
sogenannten Pellets notwendig ist. 

Obwolil bereits Mil<ropartikel mit spharischer Gestalt sowie Verfahren zu deren Her- 
stellung bekannt sind, besteht noch ein Bedurfnis nach derartigen Mikropartikein mit 
verbesserten Eigenschaften sowie nach vorteilhafteren, insbesondere okono- 
mischen und leicht reproduzierbaren, Herstellungsverfahren. Aufgabe der Erfindung 
ist es deshalb, Mikropartikel zur Verfugung zu stellen. die eine weitgehend regel- 
maBige spharische Gestalt besitzen, die ferner eine moglichst enge GroBenver- 
teilung, d.h. eine grolie Einheitlichkeit aufweisen und die sich vielseitig verwenden 
lassen. Aufgabe der Erfindung ist weiter, ein Verfahren zur Herstellung derartiger 
Mikropartikel zur Verfugung zu stellen, das einfach und wirtschaftlich durchzufQhren 
ist. das Mikropartikel mit regelmaBigen Strukturen und groBer Einheitlichkeit liefert, 
die gute mechanische Eigenschaften besitzen, die biologisch abbaubar sind, die mit 
verschiedensten Wirkstoffen versehen werden konnen und die besonders geeignet 
sind fur die kontrollierte Abgabe von Wirkstoffen. 

Diese Aufgabe wird gelostdurch spharische Mikropartikel miteinem mittleren Durch- 
messer von 1 nm bis 100 ^m, bestehend ganz oder teilweise aus mindestens einem 
wasserunloslichen, linearen Poiysaccharid. 

Unter spharischen Mikropartikein sind Mikropartikel, die annahernd Kugelform 
besitzen, zu verstehen. Bei Beschreibung einer Kugel durch von einem 
gemeinsamen Ursprung ausgehende, in den Raum gerichtete Achsen gleicher 
Lange, die den Radius der Kugel in alien Raumrichtungen definieren, ist fur die 
spharischen Mikropartikel eine Abweichung der Achsenlangen vom Idealzustand der 
Kugel von 1% bis 40% moglich. Bevorzugt werden spharische Mikropartikel mit 
Abweichungen bis 25%, besonders bevorzugt bis 15% erhalten. Die Oberflache der 
spharischen Mikropartikel kann makroskopisch mit der einer Himbeere verglichen 
werden. wobei die Tiefe der „Eindellungen" oder „Einschnitte" maximal 20% des 
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mittleren Durchmessers der spharischen Mikropartikel betragen soil. 

"Lineare, wasserunlosliche Polysaccharide" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
sind Polysaccharide, die aus Monosacchariden, Disacchariden oder anderen mono- 

5 meren Bausteinen derart aufgebaut sind, daS die Monosaccharide, Disaccharide 
Oder anderen monomeren Bausteine stets in der gleichen Art miteinander verknupft 
sind. Jede so definierte Grundeinheit oder Baustein hat genau zwei Verknupfungen. 
jeweils eine zu einem anderen Monomer. Davon ausgenommen sind die beiden 
Grundeinheiten, die den Anfang und das Ende des Polysaccharids bilden. Diese 

10 Grundeinheiten haben nur eine Verknupfung zu einem weiteren Monomer. Bei drei 
Verknupfungen (kovalente Bindungen) spricht man von einer Verzweigung. Lineare, 
wasserunlosliche Polysaccharide im Sinne der Erfindung weisen keine Verzwei- 
gungen oder allenfalls nur in untergeordnetem Mali auf, so daB sie bei sehr kleinen 
Verzweigungsanteilen den herkommlichen analytischen Methoden nicht zuganglich 

15 sind. 

Unter dem Begriff ^wasserunlosliche Polysaccharide" warden fur die vorliegende 
Erfindung Verbindungen verstanden, die nach der Definition des Deutschen 
Arzneimittelbuches (DAB = Deutsches Arzneimittelbuch, Wissenschaftliche 
20 Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart, Govi-Verlag GmbH. Frankfurt, 9. Auflage. 1987) 
entsprechend den Klassen 4 bis 7 unter die Kategorien „wenig loslich", „schwer 
losliche", ,.sehr schwer losliche" bzw. „praktisch unlosliche" Verbindungen fallen. 

Im Rahmen der Erfindung werden bevorzugt iineare, wasserunlosliche 
25 Polysaccharide, welche in einem biotechnischen, insbesondere in einem 

biokatalytischem, auch biotransformatorischem, oder einem fermentativen ProzeB 
hergesteilt wurden. 

Lineare Polysaccharide hergesteilt durch Biokatalyse (auch: Biotransformation) im 
30 Rahmen dieser Erfindung bedeutet, dali das lineare Polysaccharid durch kataly- 

tische Reaktion von monomeren Grundbausteinen wie oligomeren Sacchariden, z.B. 
von Mono- und/oder Disacchariden, hergesteilt wird, indem ein sogenannter Bioka- 
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talysator, iiblicherweise ein Enzym. unter geeigneten Bedingungen verwendet wird. 

Linerare Polysaccharide aus Fermentationen sind im Sprachgebrauch der Erfmdung 
iineare Polysaccharide, die durch fermentative Prozesse unter der Verwendung in 
5 der Natur vorkommende Organismen, wie Pllzen. Algen oder Bakterien oder unter 
der Verwendung von in der Natur nicht vorkommender Organismen. aber unter 
Zuhilfenahme von gentechnischen Methoden allgemeiner Definition modifizierten 
naturlichen Organismen, wie Pilzen, Algen oder Bakterien gewonnen werden oder 
unter Einschaltung und Mithilfe von fermentativen Prozessen gewonnen werden 
10 konnen. 

Lineare Polymere gemaR der vorliegenden Erfindung konnen neben dem bevor- 
zugten 1 ,4-a-D-Polyglucan auch weitere Polyglucane oder andere lineare Poly- 
saccharide wie etwa Pullulane, Pektine. Mannane oder Polyfructane sein. 



15 



20 



Dariiber hinaus konnen lineare Polymere zur Herstellung der in der vorliegenden 
Erfindung beschriebenen Mikropartikel auch aus der Reaktion weiterer nicht-linearer 
Polysaccharide dadurch gewonnen werden, daB nicht-lineare Polysaccharide, die 
Verzweigungen enthalten. derart mit einem Enzym behandelt werden. dali es zur 
Spaltung der Verzweigungen kommt. so dali nach ihrer Abtrennung lineare Poly- 
saccharide vorliegen. Bei diesen Enzymen kann es sich beispielsweise um Amy- 
lasen. iso-Amylasen, Gluconohydrolasen oder Pullulanasen handeln. 

In einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform der Erfindung bestehen die 
25 spharischen Mikropartikel ganz oder teilweise aus 1 ,4-a-D-Polyglucan. Bevorzugt 
wurde das 1.4-a-D-Polyglucan mittels eines biokatalytischen (biotransforma- 
torischen) Prozesses mit Hilfe von Polysaccharidsynthasen oder Starkesynthasen 
Oder Glykosyltransferasen oder a-1 ,4-Glucantransferasen oder Glycogensynthasen 
Oder Amylosucrasen oder Phosphorylasen hergestellt. 
30 Die Molekulargewichte M„ der erfindungsgemaB venwendeten linearen Poly- 
saccharide konnen in einem weiten Bereich von 10^ g/mol bis 10^ g/mol variieren. 
Fur das vorzugsweise verwendete lineare Polysaccharid 1 ,4-a-D-Polyglucan werden 
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vorzugsweise Molekulargewichte im Bereich von 10"* g/mol bis 10^ g/mol. 
insbesondere 2 x 10"* g/mol bis 5x10"* g/mol verwendet 

Es wurde nun uberraschend festgestellt, da(i durch ein sehr einfaches Verfahren 
5 sehr einheitliche Mikropartikel aus wasserunloslichen linearen Polysacchariden in 
groSen Mengen hergestellt werden konnen, die so mit ahnlichen kommerziell 
erhaltlichen Polysaccariden, wie etwa Amylose oder Starke, nicht erhalten werden. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ferner ein Verfahren zur Herstellung von 
10 spharischen Mikropartikeln, welche ganz oder teilweise aus wasserunloslichen, 

linearen Polysacchariden, insbesondere 1,4-a-D-Polyglucan bestehen durch Losen 
des wasserunloslichen, linearen Polysaccharids oder des 1 ,4-a-D-Polyglucan in 
einem Losungsmittel, Einbringen der Losung in ein Fallmittel, Kuhlen des dabei ent- 
stehenden Gemisches und Abtrennen der gebildeten Mikropartikel. In den 
15 Anspruchen 20 bis 23 werden besonders vorteilhafte Ausfuhrungsformen des erfin- 
dungsgemaUen Verfahren angegeben. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform warden die linearen, wasserun- 
loslichen Polysaccharide durch enzymatische Behandlung von verzweigten oder 
20 hochverzweigten Polysacchariden hergestellt. 

Dimethylsulfoxid ist bevorzugtes Losungsmittel fur die Auflosung der linearen Poly- 
saccharide; weitere Losungsmittel konnen u.a. sein: Formamid. Acetamid. N,N- 
Dimethyl-formamid, N,N-Dimethylacetamid, N-Methyimorpholin-N-oxid in Gegenwart 
25 von Wasser sowie weitere N-substiuierte Morpholin-N-oxide, wafirige Losung mit 
hohem oder niedrigem pH-Wert. 

Als Fallungsmittel ist Wasser bevorzugt; der Prozeli kann durch die Verwendung 
anderer Losungsmittel die Wasser ganz oder teilweise ersetzen konnen, z.B. 
30 Dichlormethan beeinfluRt werden, wobei u.a. die Dauer des Fallprozesses und die 
Struktur der Oberflache der Partikel gesteuert werden konnen. 
Auch Gemische von Wasser mit Alkoholen, z.B. Methanol, Ethanol, Isopropanol, 
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sind dazu geeignet, die Prozeliparameter. sowie die Eigenschaften der Partikel zu 
beeinflussen. 

Die Temperatur wahrend des Fallprozesses liegt im ailgemeinen vorzugsweise im 
5 Bereich von OX bis - 10'C, es konnen jedoch auch hohere oder tiefere Tem- 
peraturen genommen warden. 

Der FallprozeS kann relativ langsam bei tiefer Temperatur uber Nacht durchgefOhrt 
werden oder durch Variation des Failungsmittels und der Temperatur beeinflulit 
10 werden. 

Durcln Mitverwendung geeigneter Zusatzstoffe lalit sich Einfiuli nehmen auf die 
Eigenschaften der Partikel wie die GroBe, die Struktur der Oberflache usw. sowie 
auf die ProzeSfuhirung. Geeignete Zusatzstoffe sind beispielsweise oberfiachen- 
15 aktive Stoffe wie Natriunndodecylsulfat. oder N-IVlethylgluconamid, Zucker, z.B. 
Fructose, Saccliarose, Glucose. 

Die oberflachenaktiven Substanzen konnen anionischer, kationischer oder nicht- 
ionischer Natur sein. 

20 

Generelle Beispiele oberflactienaktiver Substanzen sind: 

Polysorbate (z.B. Tween®), Alkylpolyglycolether. Ethylenoxid-Propylenoxid-Block- 
polymere (z.B. Pluronic®), Alkyipolyglycolethersulfate, Alkylsulfate (z.B. das bereits 
erwahnte Natriumdodecylsulfat), Fettsaureglycolester. Die Zusatzstoffe werden 
25 bevorzugt dem Fallungsmittel zugefugt. 

Die Konzentration des linearen Polysaccharids in der Losung kann in weiten 
Grenzen variiert werden, sie betragt vorzugsweise 0,1 g Polysacctiarid pro 1 ml 
Losungsmittel. 

30 

Andere Bereiche wie 0.05 g/ml bis 0.2 g/ml oder 0.02 g/ml bis 0.5 g/ml sind moglich. 
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Die erfindungsgemaSen Partikel konnen aus mindestens einem linearen Poly- 
saccharid bestehen und konnen nnindestens eine Wirksubstanz enthalten. Die 
Oberflache kann glatt oder rauh sein. 

Die Mikropartikel konnen aus einer einzigen linearen Polysaccharidsubstanz, 
5 insbesondere 1 .4-a-D-Polyglucan aufgebaut sein, Es ist aber auch moglich, ein 
anderes lineares wasserunlosliches Polysaccharid beizumischen. Auch konnen 
andere Polymere, insbesondere andere biokompatible Polymere mitvenwendet 
werden. Dabei hangt die Menge des oderder anderen Polymeren, die beigemengt 
werden kann, ohne daR die spharische Gestalt und sonstige gute Eigenschaften der 
10 Mikropartikel nachteilig verandert werden, stets von dem zugesetzten Polynher ab. 
Sie kann bei bis zu 10% und daruber liegen, in bestinnmten Fallen auch darunter. 
Die noch vertretbare maximale Menge kann leicht durch wenige Mischversuche 
bestimmt werden. 

15 Die Partikel konnen mittlere Durchmesser (Zahlenmittelwert) aufweisen wie 1 nm bis 
100 iim, bevorzugt 100 nm bis 10 ^im, besonders bevorzugt 1 lim bis 3 ^m. 

Die Partikel zeigen eine Charakteristik der Durchmesser d^ zu dn von (Dispersitat) 
1,0 bis 10,0. 
20 bevorzugt 1,5 bis 5,0, 

besonders bevorzugt 2,0 bis 2,6 

dn = Zahlenmittelwert des Durchmessers 
= Gewichtsmittelwert des Durchmessers 

25 

Die hier benutzten Mittelwerte definieren sich wie folgt: 
d^ = S nj X dj / Z nj = Zahlenmittelwert 

d^ = I nj X dj^ / S n, X dj = Gewichtsmittelwert 

30 = Anzahl der Partikel mit dem Durchmesser d,, 
dj = ein bestimmter Durchmesser. 
i = fortlaufender Parameter. 
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Der Begriff „Gewicht" steht hier nicht fur Masse, sondern fur ein gewichtetes Mittel. 
Die groSeren Durchmesser erhalten einen hoheren Stellenwert; durch den Expo- 
nenten 2 warden Durchnnesser groRerer Partikel starker gewichtet. 

5 Die.Dispersitat der Verteilung der Durchmesser bei den Partikein ist definiert als: 

Die Uneinheitlichkeit der Verteilung der Durchmesser ist definiert als: 
U = djd, - 1 = D - 1 

10 Je naher der Wert fur die Uneinheitlichkeit bei "OMiegt, desto einheitlicher sind die 
Partikel hinsichtlich der Verteilung ihrer Grofie geformt. 

Die Mikropartikel konnen besonders auch wegen ihrer einheitfichen Gestalt und 
GroBe in verschiedenen Anwendungsbereichen, entweder als solche in reiner Form 
15 Oder dadurch, daS Wirksubstanzen im weitesten Sinn eingeschlossen sind, 
vorteilhaft eingesetzt warden, so z.B. 

- als Additive fur die Kosmetik in Salben, Pudern, Cremes, Pasten etc., 

- als Trager fur Wirksubstanzen in pharmazeutischen und anderen Anwendungen. 
20 - als Glattungsmittel, z.B. zum VerschlieRen von Poren oder Glatten von Graten, 

- als Lebensmitteizusatzstoff, z.B. als Fullkomponente oder zum Verbessern von 
rheologischen Eigenschaften, 

- als Additiv zur Veredelung von z.B. Emulsionspolymerisaten, 

- als Trennhilfen, z.B. in der Abtrennung von Verunreinigungen, 
25 - als Verkapselungsmaterial, 

- als Trager fiir magnetische Partikel, 

™ als Fullmittel fur bioabbaubare Polymere oder technische Polymere zur 
Eigenschaftskontrolle, 

- als Additiv zur Eigenschaftskontrolle, z.B. der Porositat, des Gewichts, der Farba 
30 usw., 

- als Partikelstandard zur Eichung oder Bestimmung der Partikelgrolie unbekannter 
Materialien. 



«1 
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Einzelne Wirksubstanzen oder Wirkstoffkombinationen konnen z.B. folgender 
Aufstellung entnommen werden: 

Pharmazeutische Wirkstoffe, Medikamente, Arzneistoffe, Peptide. Proteine, Nuclein- 
sauren. Vakzine, Antikorper, Steroide, Oligonucleotide, Aromen, Duftstoffe, Dunger, 
5 agritechnische Wirksubstanzen wie Pestizide, Herbizide, Insektizide, Fungizide, 
Chemikalien nnit speziellen Eigenschaften wie Leuchtstoffe, Emulgatoren, Tenside, 
Pignnente. Oxidationsmittel, Reduktionsmittel, Fullerene, magnetische Komplexe, 
z.B. parannagnetische Verbindungen. 

10 , Somit ist ein weiterer Gegenstand der Erfindung die Verwendung der vorstehend 
beschriebenen Mikropartikel zur kontroilierten z.B. einer retardierten Abgabe von 
Wirkstoffen. 

Bei dem Verfahren handelt es sich um eine sehr einfache Vorgehensweise. Die 
15 Parameter zur Herstellung der Partike! konnen in weiten Bereichen vorgegeben 
werden wie Verhaltnis Losungsnnittel zu Fallungsmittel, Temperatur wahrend des 
Ausfallprozesses, Konzentration der Losung, Geschwindigkeit der Zugabe der 
Losung zum Fallungsmittel. 

20 Die Partikel zeichnen sich durch eine hohe Einheitlichkeit hinsichtlich ihrer Grolie 
und der Verteilung ihrer Durchmesser aus. 

Durch die Wasserunlbslichkeit des Ausgangspoiymeren z.B. 1.4-a-D-Polyglucan 
lassen sich besonders vorteilhaft Anwendungen verwirklichen, die nicht auf eine 
25 schnelle Zerstorung der Mikropartikel aus sind und daher auch besonders vorteilhaft 
in Produkten verwendet werden konnen, in denen Wasser als eine weitere 
Komponente enthalten ist. 

Die Mikropartikel zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, da(i sie einer hohen 
30 mechanischen Belastbarkeit ausgesetzt werden konnen. 



Insbesondere wirken die Partikel aufgrund ihrer Morphologic und Einheitlichkeit 
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Das bevorzugt zum Einsatz gelangende 1 .4-a-D-Polyglucan kann auf verschiedene 
Weisen hergestellt werden. Eine sehr vorteilhafte Methode wird in der WO 95/31 
553 beschrieben. Auf die Offenbarung in dieser Schrift wird sich hier ausdrucklich 
bezogen. 

Die Erfindung wird anhand derfolgenden Beispiele naher erlautert. 
Beispiel 1 

Herstellung von Mikropartikeln aus 1 .4-a-D-Polyglucan- 

500 mg 1 ,4-a-D-Polygtucan werden in 2,5 ml Dimethylsulfoxid (DMSO. p. a. von 
Riedel-de-Haen) bei ca. 70°C gelost. Die DMSO-Losung wird in 100 ml bidestil- 
liertem Wasser unter Ruhren eingetropft und die Losung uber Nacht bei 5**C auf- 
bewahrt. Die feine miichige Suspension wird fur 15 Minuten bei 3500 Umdrehungen 
pro Minute zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Der Bodensatz wird mit 
bidestilliertem Wasser aufgeschlammt und erneut zentrifugiert. Der Vorgang wird 
noch zwei Mai wiederholt. Die Suspension wird im AnschluB gefriergetrocknet. Es 
werden 311 mg weifier 1 ,4-a-D-Polyglucan Partikel erhalten. Dies entspricht einer 
Ausbeute von 62% farbloser Mikropartikel, 

Beispier2 

Versuch zur Herstellung von Mikropartikeln aus Amylose, die aus Pflanzen separiert 
wurde. 

500 mg Amylose (aus Kartoffein von EGA-Chemie) werden in 2,5 ml Dimethyl- 
sulfoxid (DMSO, p. a. von Rjedel-de-Haen) bei ca, 70X gelost Die DMSO-Losung 
ist hochviskos. Sie wird unter Ruhren in 100 ml bidestilliertem Wasser gegeben und 
die Losung wird ijber Nacht bei 5X aufbewahrt. Es bildet sich eine weiBe flockige 
Suspension aus. Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben. Es 
werden 210,3 mg eines weiRen Feststoffs erhalten (42% Ausbeute), bei dem es sich 
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um nicht-partikulare Strukturen handelt. 



PCT/EP98/05297 



Beispiel 3 

Versuch zur Herstellung von Mikropartikein aus Amylose, die aus Pflanzen separiert 
5 wurde. 

Dieser Versuch wird analog zu Beispiel 2 durchgefuhrt. Es werden 500 nng Amylose 
der Firnna Merck (Herstellerangabe: "Amylose fur biochemische Zwecke") einge- 
setzt. Nach der Standzeit uber Nacht hat sich eine weiBe flockige Suspension aus- 
10 gebildet. Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben. Es werden 
60 mg eines weilien Feststoffs erhalten (12% Ausbeute), dessen Morphoiogie und 
Struktur sehr voluminos ist. Partikulare Strukturen werden in diesem Vergleichs- 
beispiel analog zu Vergleichsbeispiel 2 nicht beobachtet. 

15 Beispiel 4 bis 8 

Versuche zur Herstellung von Mikropartikein aus Starke, die aus verschiedenen 
Pflanzen separiert wurde. 

500 mg Starke (Spezifikation siehe Tabelle 1) werden in 2,5 mt Dimethylsulfoxid 
20 (DMSO. p.a, von Riedel-de-Haen) bei ca. 70''C gelost. Es bilden sich keine 

Losungen aus. Die Mischungen bilden zahe Gele aus. Diese werden unter Ruhren 
zu 100 ml bidestilliertem Wasser gegeben. Dabei zerfallt das GeL Die Losung wird 
uber Nacht bei 5^*0 aufbewahrt. Es bilden sich stark getrObte Suspensionen mit 
einer hohen Anzahl groRer weilier Fiocken aus. Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie 
25 in Beispiel 1 beschrieben. Die Ergebnisse der Beispiele sind in Tabelle 1 aufgellstet. 
Bei alien Vergleichsbeispielen 2 bis 8 fallt auf, dali die nicht-linearen Polysaccharide 
Oder sonstigen Ausgangsmaterialien von den Ergebnissen der in Beispiel 1 
beschriebenen Erfindung sehr stark abweichen. Es bilden sich ausnahmslos starke 
Trubungen oder/und groSe Fiocken aus. 

30 

Partikular geformte Strukturen lassen sich nicht beobachten, Dariiber hinaus sind 
die Ausbeuten an Feststoffen in den Vergleichsbeispielen 2 bis 8 deutlich geringer 
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im Vergleich zu Beispiel 1 . 



Tabelte 1: 

Ergebnisse der Fallung von verschiedenen Starke-DMSO Losungen in Wasser 



Beispiel 


Starke Typ 


Anteil 
lineares 
Polysac- 

charid 

(%) 


Konsistenz 
der DMSO 
Losung 


Konsistenz der 
Suspension 
nach der 
Fallung bei 
5X 


Auswaage 
(mg) 


Aus- 
beute 

(%) 


1 


1 ,4-a-D- 
Polyglucan"^ 


100 


klare, 
niedrig- 
viskose 
Losung 


feine, milchige 
Suspension 


311,0 


62 


2 


Amylose ^ 

(EGA- 
Chemie) 


90 - 100 


nach 2d 
gelost, 
hochviskos 


feine 
Suspension 
mit Flocken 


210,3 


42 


3 


Amylose'^ 
(Merck) 


95 . 100 


nach 2d 
gelost, in 
der Warme 
hochviskos 


feine 
Suspension 
mit Flocken 


60.0 


12 


4 


rxartottei 
Toffena™ 
(Sudstarke) 


20 


testes Cjel, 
klar 


Starke 
Trubung 


nicnt ao- 
trennbar 
(Zentrifuge) 




5 


Mais 
Starke 
(Merck) 


20 


zahes Gel 


leichte 
Trubung, 
groRe Flocken 


83,8 


17 


6 


Mais 
Starke C 
(National 
Starch) 


50 


zahes Gel 


Starke 
Trubung, 
kleine Flocken 


101,7 


20 
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7 


Mats 
Starke HVIl 
(National 
Starch) 


70 


zahes Gel 


Starke 
Triibung, 
kleine Flocken 


211 J 


42 


8 


Erbsen 
(Amylose 
KG) 


70 


zahes Gel, 
trub 


Starke 
Trubung, 
groRe Flocken 


115,9 


23 



wasserunloslich 
5 wasserloslich 

Beispie! 9 a und b 

Hers- ellung von Mikropartikeln aus 1,4-a-D-Poly';lucan im groBen MaRstab. 

10 a) g 1 .4-a-D-Polygiucan werden in 2 I Dimethylsulfoxid (DMSO, p. a, von Riedel-de- 
Haen) bei 60*'C innerhalb von 1,5 h gelost. Dann wird eine Stunde bei Raum- 
temperatur geruhrt. Die Losung wird in 20 I bidestilliertem Wasser unter Ruhren 
durch einen Tropftrichter uber einen Zeitraum von 2 h hinzugegeben. Der An- 
satz wird fur 44 h bei 4°C gelagert. Es bildet sich eine feine Suspension aus. Die 

15 Partikei werden abgetrennt. indem zunachst der Uberstand abdekantiert wird. 

Der Bodensatz wird aufgeschlammt und in kleinen Portionen zentrifugiert (Ultra- 
zentrifuge RC5C: je 5 Minuten bei 5000 Umdrehungen pro Minute). Derfeste 
Ruckstand wird insgesamt drei Mai mit bidestilliertem Wasser aufgeschlammt 
und erneut zentrifugiert. Die Feststoffe werden gesammelt und die Suspension 

20 von ca. 1000 ml gefriergetrocknet (Christ Delta 1-24 KD). Es werden 283 g 

weifter Feststoff isoliert (Ausbeute 71%). 



25 



Die gesammelten Uberstande werden bei einer Temperatur von - IB'^C uber 
Nacht verwahrt. Die Aufarbeitung erfolgt wie beschrieben. Es werden weitere 55 
g des weiRen Feststoffs isoliert (Ausbeute 15%). 
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Die Gesamtausbeute dieses Prozesses betragt somit 85% an farblosen Mikro- 
partikeln, 

5 Beispiel 10 

Entschwefelung der Mikropartikel. 

Zur Abtrennung in den Partikeln verbliebenen Dinnethylsulfoxids wird wie folgt vorge- 
gangen. 100 g der 1,4-a-D-Polyglucan aus Beispiel 9 werden in 1000 ml entioni- 

10 siertem Wasser gegeben. Der Ansatz wird fur 24 h unter leichtem Schwenken sich 
selbst uberlassen. Die Abtrennung der Partikel erfolgt wie in Beispiel 9 beschrieben 
(Ultrazentrifuge RC5C: je 15 Minuten, 3000 U/nnin). Nach der Gefriertrocknung 
ergibt sich eine Auswaage von 98.3 g (98% Ausbeute). Die Schwefelbestimmung 
durch Elertientaranalyse ergibt folgende Werte (Prufmethode Verbrennung und IR- 

15 Detektion): ' 

Schwefelgehalt der Partikel aus Beispiel 9: 6% +/- 0,1% 

Schwefelgehalt der Partikel aus Beispiel 10: < 0,01% 

Beispiel 11 

20 Untersuchungen der Feststoffe aus den Beispielen 1 bis 9 mittels Elektronen- 
mikroskopie. 

Zur Charakterisierung der Partikel werden Rasterelektronenmikroskopaufnahmen 
(REM) (Camscan S-4) durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in 

25 Tabelle 2 festgehalten. Dabei wird deutlich, dali nur bei der Verwendung wasser- 
unloslicher linearer Polysaccharide (1 ,4-a-D-Polygiucan) spharisch runde Mikro- 
partikel erhalten werden. Dahingegen fuhrt die Verwendung anderer Ausgangs- 
polymere nurzu voluminosen, watteartigen und nicht-partikularen Morphologien, von 
denen eine Dispersitat nicht bestimmbar ist. Die Struktur der gennali Beispiel 1 

30 erhaitenen Partikel ist aus Abbildung 1 und 2 ersichtlich. 
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Tabelle 2: 

Charakterisierung der Feststoffe und Partikel aus den Beispielen 1 bis 3 und 7 bis 9 



Beispiel 


Starke Typ 


Anteil lineares 
Polysaccharid (%) 


Aussehen der Partikel 


1 


1 ,4-a-D-Polyglucan'^ 


100 


runde separierte Partikel 


2 


Amylose'^ 
(EGA-Chemie) 


90-100 


flockig, voluminos, watteartig 
(d,h. keine separierten Partikel) 


3 


Amylose'^ (Merck) 


95-100 


flockig, voluminos, watteartig 
(d.h. keine separierten Partikel) 


7 


Mais 

Hylon VII (National 
Starch Chemistry) 


70 


fiockig, watteartig (d.h. keine 
separierten Partikel) 


8 


Erbsen 
(Amylose KG) 


70 


flockig, watteartig (d.h. keine 
separierten Partikel) 


9a 


1,4-a-D-Poly- 
glucan*^ 


100 


runde separierte Partikel 


9b 


1 ,4-a-D-Poly- 
glucan'^ 


100 


runde separierte Partikel 



wasserunloslich 
wasserioslich 



Beispiel 12 

Untersuchungen der GroBenverteilungen der Partikel aus den Beispielen 1 und 9. 

Zur Charakterisierung der Grolienverteilungen der Partikel aus den Beispielen 1 und 
9 werden Untersuchungen mit einem Mastersizer durchgefuhrt (Fa. Malvern 
Instruments). Die Untersuchung erfolgte im Fraunhofer Modus (Auswertung: multi- 
modal, Anzahl) mit einer Dichte von 1,080 g/cm^ und Volumenkonzentration im 
Bereich von 0,012% bis 0,014%. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in 
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Tabelle 3 aufgelistet und zeigen die hohe Einheitlichkeit der Mikropartikel. 
Beispiel 13 

In-vitro-Produktion von 1,4-a-D-Polyglucan in einem biokatalytischen ProzeB mit 
Hilfe von Amylosucrase. 

In einem sterilisierten (Dampfsterilisation) 15 I GefaR warden 10 I einer 20%igen 
Saccharose-Losung gegeben. Der Enzymextrakt, Amylosucrase enthaltend, wird in 
einer Portion zugegeben. Die Enzymaktivitat betragt in diesem Experiment 16 units. 
Die Apparatur wird mit einem ebenfalls sterilisierten KPG-Riihrer versehen. Das 
GefaB wird verschlossen und bei 37°C aufbewahrt und gerOhrt. Bereits nach einer 
Zeit von wenigen Stunden biidet sich ein weiRer Niederschlag. Die Reaktion wird 
nach einer Zeitdauer von 180 Stunden beendet. Der Niederschlag wird abfiltriert und 
zur Abtrennung niedermolekularer Zucker funf Mai mit Wasser gewaschen. Der im 
Filter verbleibende Ruckstand wird bei 40''C im Trockenschrank unter Anlegung 
eines Vakuums mit Hilfe einer Membranpumpe (Firma Vacuubrand GmbH & Co. 
CVC. 2) getrocknet. Die Masse betragt 685 g (Ausbeute 69 %). Das so erhaltene 
1 ,4-a-D-Polyglucan kann direkt fur die Charakterisierung und fur die Herstellung von 
Mikropartikein eingesetzt werden. 

Beispiel 14 

Charakterisierung des mit Amylosucrase synthetisierten wasserunloslichen 1,4-a-D- 
Polyglucans aus Beispiel 13. 

Es werden 2 mg des 1 .4-a-D-Polyglucans aus Beispiel 13 bei Raumtemperatur in 
Dimethylsulfoxid (DMSO, p. a. von Riedel-de-Haen) gelost und filtriert (2 ^m Filter). 
Ein Teil der Losung wird in eine Gelpermeationschromatographie Saule injiziert. Als 
Elutionsmittel wird DMSO venwendet. Die Signalintensitat wird mittels eines Rl- 
Detektors gemessen und gegen Pullulanstandards (Firma Polymer Standard 
Systems) ausgewertet. Die Fiulirate betragt 1.0 ml pro Minute. 

Die Messung ergibt ein Zahlenmittel des Molekulargewichts (M„) von 14.200 g/mol 
und ein Gewichtsmittel des Molekulargewichts (MJ von 29.500 g/mol. Dies ent- 
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spricht einer Dispersitat von 2,1. 



Tabelle 3: 

Charakterisierung der Partikeldurchmesser aus den Beispielen 1 und 9 



Beispiel 


Durchmesser 


Partikelverteilung 


Beispiel 
No. 


(lam) 


(urn) 


dw / d;^ 


d (10%r 
(^m) 


d (50%)'* 
(nm) 


d (90%)'^ 
(^m) 


1 


1,282 


2.692 


2,100 


0.991 


1 ,263 


1 ,776 


Sa 


1.664 


4,184 


2.541 


0.873 


1.504 


2.624 


9b 


0,945 


2.345 


2,481 


0,587 


0.871 


1,399 



'd,/d,: 
'"d (10%): 

d (50%): 

d (90%): 



Zahlenmittelwert des Durchmessers 
Gewichtsmittelwert des Durchmessers 
Dispersitat der Partikeldurchmesser 

10% aller Partikel haben einen kleineren Durchmesser als der 
angegebene Wert 

50% aller Partikel haben einen kleineren Durchmesser als der 
angegebene Wert 

90% aller Partikel haben einen kleineren Durchmesser als der 
angegebene Wert 
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1. Spharische Mikropartikel mit einem mittleren Durchmesser von 1 nm bis 100 jam, 
bestehend ganz oder teiiweise aus mindestens einem wasserunloslichen 
linearen Polysaccharid. 

2. Spharische Mikropartikel mit einem mittleren Durchmesser von 1 nm bis 100 ^im, 
bestehend ganz oder teiiweise aus mindestens einem wasserunloslichen 
linearen Polysaccharid, welches in einem biotechnischen ProzeB hergestellt 
wurde. 

3. Spharische Mikropartikel mit einem mittleren Durchmesser von 1 nm bis 1 00 ^m 
nach Anspruch 2, bestehend ganz oder teiiweise aus mindestens einem wasser- 
unloslichen linearen Polysaccharid, welches durch einen biokatalytischen 
ProzeR hergestellt wurde. 

4. Spharische Mikropartikel mit einem mittleren Durchmesser von 1 nm bis 100 nm 
nach Anspruch 2, bestehend ganz oder teiiweise aus mindestens einem wasser- 
unloslichen linearen Polysaccharid. welches durch einen fermentativen ProzeS 
hergestellt wurde. 

5. Spharische Mikropartikel nach Anspruch 1 . bestehend ganz oder teiiweise aus 
1 .4-a-D-Polyglucan. 

6. Mikropartikel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 1,4-a-D- 
Polyglucan mittels eines biokatalytischen Prozesses mit Hilfe von 
Polysaccharidsynthasen hergestellt wurde. 

7. Mikropartikel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 1 ,4-a-D- 
Polyglucan mittels eines biokatalytischen Prozesses mit Hilfe von 
Starkesynthasen hergestellt wurde. 
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8. Mikropartikel nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, dad 1 .4-a-D- 
Polyglucan mittels eines biokatalytischen Prozesses mit Hilfe von 
Glykosyltransferasen hergestellt wurde. 

9. Mikropartikel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 1,4-a-D- 
Polyglucan mittels eines biokatalytischen Prozesses mit Hilfe von a-1,4- 
Glucantransferasen hergestellt wurde. 

10. Mikropartikel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft 1,4-a-D- 
Polyglucian mittels eines biokatalytischen Pro'zesses mit Hilfe von Glycogen- 
synthasen hergestellt wurde. 

1 1 Mikropartikel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dali 1 .4-a-D-Poiy- 
glucan mittels eines biokatalytischen Prozesses mit Hilfe von Amylosucrasen 
hergestellt wurde. 

12. Mikropartikel nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, dal3 1 .4-a-D-Poly- 
glucan mittels eines biokatalytischen Prozesses mit Hilfe von Phosphorylasen 
hergestellt wurde. 

13. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali die linearen 
Polysacchariden durch enzymatische Behandlung von verzweigten oder 
hochverzweigten Polysacchariden hergestellt wurden. 

14. Mikropartikel nach mindestens einem der AnsprGche 1 bis 13 mit einem mittleren 
Durchmesser von 100 nm bis 10 (am, vorzugsweise 1 bis 3 urn. 

15. Mikropartikel nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 14. gekennzeichnet 
durch eine enge Verteilung der Partikeldurchmesser (Dispersitat). 



6. Mikropartikel nach Anspruch 15, gekennzeichnet durch eine Dispersitat der 
Partikeldurchmesser d^ zu d^ von 1,0 bis 10,0 vorzugsweise von 1,5 bis 5,0. 
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insbesondere 2,0 bis 2,6. 

17. Mikropartikel nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie zusatzlich ein oder mehrere, vorzugsweise biologisch 

5 abbaubare Polymere enthalten. 

18. Mikropartikel nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet. daB sie zusatzlich einen oder mehrere Wirkstoffe enthalten. 

10 19. Verfahren zur Herstellung von spharischen Mikropartikel, welche ganz oder teil- 
weise aus wasserunlosiichen linearen Polysaccariden, insbesondere 1,4-a-D- 
Polygiucan bestehen durch Losen des wasserunlosiichen linearen 
Polysaccharids oder des 1 ,4-a-D-Polyglucans in einem Losungsmittel. 
Einbringen der Losung in ein Fallmittel. Kuhlen des dabei entstehenden 

15 Gemisches und Abtrennen der gebildeten Mikropartikel. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB man Losung und 
Fallmittel bei Temperaturen von 20 bis 50^C vermengt und das Gemisch auf 
Temperaturen von + 10 bis - 10°C, vorzugsweise 5 bis - 5°C kuhlt. 

20 

21. Vert'ahren nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, daB man als 
Losungsmittel Dimethylsulfoxid verwendet. 

22. Vert'ahren nach mindestens einem der Anspruche 19 bis 21, dadurch 

25 gekennzeichnet, daB man als Fallmittel Wasser oder ein waBriges Medium 
verwendet 

23. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 19 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die Losung in Gegenwart eines oder mehrerer 

30 Polymere, insbesondere biologisch abbaubare Polymere und/oder eines oder 

mehrerer Wirkstoffe herstellt. 
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24. Verwendung der Mikropartikel nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 18 
Oder der nach einem Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 19 bis 23 
hergestellten Mikropartikel zur kontrollierten Abgabe von Wirkstoffen. 

25. Venwendung der Mikropartikel nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 18 
Oder der nach einem Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 19 bis 23 
hergestellten Mikropartikel als Standard zur GroBenbestimmung von Partikeln. 
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